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59症例の 大腸腫瘍(癌53病変 , 腺塵21病変) に つ い て ポ リ メ ラ ー ゼ ･ チ ェ ー ソ 反応(polym elas e chain re a ctio n, PC R)お
よ び ド ッ トプ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法を 用い て Kィa s癌遺伝子 の12, 13 お よび61コ ド ン の 点突然変異 の 有無を検索 し
た ･ また 抗増殖細胞核抗原(pr olifer ating c elln uclear a ntige n･ P C N A)/サ イ ク リ ソ (cyclin) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (19 A 2) を用
い て 組織学的に 腫瘍細胞の 標識率 を算出し , 腫瘍 の 増殖能を評価 した ･ 癌 で は42症例中12症例(28.6%) に1 2コ ド ン あ る い は
13コ ド ン に 点突然変異を , 腺腫 で は15症例中 3症例(20･0%)に 同 じく12コ ド ン あるい ほ13コ ド ン に 点突然変異を認めた . 対照
正 常粘膜 に は点突然変異を認 め なか っ た ･ P C N A/サ イ ク リ ン 標識率ほ胤 腺鷹で それ ぞれ57.1 ±11.0% , 55.0±1 0.0%で あ っ
た ･ こ れ らの 値は 正 常粘膜(46･0±6･6%)に 比 べ て 有意に 高か っ た(p<0･05;p<0･01)･ Kィas点突然変異の 有無と臨床病理学
的な検討 で ほ ‥ 点突然変異陽性群 は陰性群 に 比 べ て 年齢 が高く (p<0･05), また , 静脈侵襲 の 頻度が高か っ た (5/12対1/30,
p<0･005)L 癌に お ける P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 と臨床病理学的検討 で は , 左半結腸に 発生 した癌の 標識率は他の 部位に 比べ
て 有意に 高か っ た (p<0･05)･ 分化度 の 低下 と問質 へ の 浸潤度の 増加に つ れ て P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 が高くな る とい う傾向
が み られ た (p< 0･05)･ 大腸癌に お い て は , K-r aS点突然変異と P C N A/サ イ ク リ ン 標識率と の 間に 統 計学的な相関 は な か っ
た ･ む しろ , K-r a S点突然変異 と静脈侵襲, 細胞増殖活性 と問質 へ の 浸潤 , とそ れ ぞれ別個の 因子 と して 癌 の 進展 に 関与 して い
るもの と思わ れ , こ れ らは独立 した 予 後因 子 に な りう ると考 え られ た .
Key w o rds Krr a spoint m utation, prOlife ratio n rate , pr Olifer ating c elln u cle a r antige n/cyclin,
Clinic opathologic al a n alysis, C Olo rectal c a rTC e ra nd ade n o m a
大腸癌は , 現在ま で の と こ ろ , 少なく とも 3 段階の 進展過程
を経て 発生す ると考 え られ て い る . す なわ ち , まず最初に 大腸
粘膜上皮の 局所的な増生 が お こ り ょ 小 さ な 腺管腺腫が発生す
る ･ 次い で , そ の なか で 強 い 異常増殖能 を獲得 した腺腫 は増大
し, 異型性も増 してく る . そ して , 最終的 に は , 周 囲組織 へ の
破壊 ･ 浸潤性増殖 お よび 遠隔転移 と い っ た 癌の 性格を 有す る腰
掛こな ると い うも の で ある (腺腫¶癌相関)l)2). 最 乱 大腸癌発
生過程に お け る種 々 の 遺伝子の 異 常 に 関す る研究が急速 に 進行
し, 癌発生の 分 子機構が 明 らか に され つ つ あ る . なか で も癌遺
伝子の - つ で ある K-r aS遺伝 子の 点突然変異が高率 に 大腸癌で
証明 され て 注 目 をあび た … . こ の 点突然変異 は , 癌発生過程の
第2段階, す なわ ち 腺魔の 時期 に 生ず る と 報告 さ れ て い る4} .
培養細胞 へ の ヒ ト癌遺伝子 の D N Aの 導 入 や 動物実験 な ど の
ras遺伝子産物 に 関す る研究 か ら , 変異 r a s遺 伝子 に よ っ て
コ ー ドされ る変異 r as蛋白は 細胞増殖 の シ グナ ル 伝達 を促 し,
細胞の 異常増殖を引き起 こす こ と が わ か っ て い る の で6), 大腸
腺脛に おけ る K-r aS 遺伝 子 の 変異は , 腺腰の 発育を促進 し , 癌
発生に 一 役を 担 っ て い る と考 えられ て い る7). しか し, K-r a S遺
伝子 の 変異を生ず る こ と に よ り , 実 際に 大腸腫瘍 の どの 時期
に , どの 程度 の 細胞増殖率が増 し ト 腫瘍 の 進展や 生物学的態度
に 影響を与え るの か に つ い て の 臨床医学 に お け る研究はなされ
て い な い .
本研究で は , 大腸腫瘍に お け る K-ra S遺伝子 の 点突然変異 の
有無と腫瘍細胞の 増殖率に 着 目 し, 両者 の 関連に つ い て 臨床病
理学的事項 を含め て 解析 し, さ らに 臨床的に 予後決定因 子 と な
り うる か どうか を統計学的に 検討 した .
対象お よび 方法
1 . 対 象
1 990年 6月 か ら1991年4月 ま で に 小松市民病院外科▲ 有松中
央病院外科お よ び石 川済生会病院で 経内視鏡的あるい は 手術的
に 切除され た 大腸腫瘍59症例, 74病変を 対象と した (蓑1). 男
性33例 , 女性26例 で , 腺腰21病変 , 早期大腸癌11病変, 進行大
腸癌42病変 で あ っ た . 腺鷹お よ び早期癌ともに 平坦型あるい ほ
隋凹型腫瘍は なか っ た . 1 症例 に 複数腫瘍 を認 め た も の は
K-ra S点突然変異を認め た症例を代表と して 選び , 1症例 1 病
A b breviations: A B C-Po, a Vidin-biotin c om plex-per OXida se; C V, C O effic ent of v a rience; E. Ⅴ . G. , elastica
V a nGie son ; G A P･ GT Pas e a ctiv ating protein; G D P, gua n OSin e diphosphate; G TP, gu an O Sinetriphosphate; H
& E, he m ato xylin a nd e o sin ; LI, 1abeling inde x; P B S, phosphate buffer ed salin e; P C N A, prOlifer ating cell
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変 に 単純化 して統計学的処 理 を 行 っ た . 次い で , 複数病変を認
め た症例を対象と して , K-ra S の 点突然変異率 と腫瘍細胞 の 増
殖率の 2項目 に 関 して , 単発の 病変 しか 認め なか っ た症例 に 比
べ て 異 なる特徴 を有す るか どうか を検討 した .
Ⅱ . 方 法
以下 , 特に 会社名 の 記載 の ない 試薬類 は和光純薬工業株式会
社(大阪)か ら購入 した .
1 . 新鮮切除標本 の 取 り扱 い と病理組織学的検索
新鮮切除標本の 一 部を , 病 理 診断 に 支障 の な い 程 度 で 切除
し, これ を半割 した . 一 方を 液体窒素 に て 凍結 し, D N A抽出用
に - 80 ℃ で保存 した . もう 一 方 は メ タ カ ル ソ 固定液 (メ タ ノ ー
ル 6 , ク ロ ロ フ ォ ル ム 3 , 酢酸 1)に て 固定 し , 後 に 述 べ る増殖
率算定の た め の 免疫染色用と した . 対照の 正 常大腸粘膜に 対 し
ても同様な処理 を 行 っ た . 以上 の 実験材料を採取 した 後の 標本
は10% 緩衝ホ ル マ リ ン に て 固定 し, 大腸癌取扱 い 規約
8) に 従 っ
て , 病理組織学的診断用 に標本を切 り出 し, へ マ トキ シ リ ン と
ェ オ ジ ン (he m ato xylin a nd e osin , H & E)染色 お よび , 静脈侵
襲 の 診断用に エ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ p ソ ソ (ela stica va n Gie son ,
E. Ⅴ . G.) 染色を施 した .
肉眼型お よ び観織学的診断は大腸癌取扱い 規約別 に 従 っ た .
浸潤増殖様式に よ る 分類 は胃癌取扱 い 規約9)に 従 っ て 行 っ た .
2 . D N A抽 出
大腸腫瘍 お よ び 正 常粘膜 か ら の D N A抽出 は He rr m a n&
Frisha正
10)の 方法 に 従 っ た . すな わ ち , 阻織片 0.06～ 1.8g を ホ
モ ジ ナ イ ズ 用緩衝液(1 0m M Tris-H Cl, 60m M NaCl, 1 0m M






qtetr a a c etic a cid, E G T A, 0 . 5%
Trito nX-1 00, 150m M ス ペ ル ミ ソ , 1 50mM ス ペ ル ミ ジ ン ,
pH 7.4)2 ～ 1 5ml中 に て ホ モ ジナ イ ズ したも の を 4 ℃で1 500 回
転 , 10分間遠心 した . 沈殿物 を プ ロ テ ア ー ゼ 瓦 緩衝液 (10m M
Tris-H Cl, 20mM NaCl, 25m M E D T A, 1 % S D S, 5 00FL g/
ml プロ テ ア ー ゼ K , pH 7. 5; プ ロ テ ア
ー ゼ K , Bo ehringe r
M a n nheim , F. R. G .) に 浮遊 さ せ て , 50 ℃で 2時間, イ ン キ エ
ペ ー ト した後 , さ ら に 一 晩 , 37 ℃で イ ン キ ュ ベ ー ト した . こ れ
に フ ェ ノ ー ル (1 M T ris-H Cl, pH 8に て 飽和ずみ) を加 え , 10分
間振漁混和 した後 , 3000回 転, 30分間遠心 し, 上 清 の み を 別 試
験管に移 した . 等量 の フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル
ア ル コ ー ル (25:24: 1 ) を加え , 10分間振返混和 , 3000 回転 ,
30分間の 遠心 を繰 り返 し, ま た上 清 の み を 別試験管 に 移 した .
こ れ に 等量の ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24: 1 )
を 加え , 同様の 抽 出操作を繰 り返 した . 次い で 2. 5倍 量 の エ タ
ノ ー ル を 加え , -20 ℃に て 1時間保存 し∴凝集 した線維状物を
別の 試験管に移 し, 半乾燥 さ せ た . こ れ に プ ロ テ ア ー ゼ Ⅹ緩衝
液 2mlを 加え , 再び , 一 晩 , 37 ℃に てイ ン キ エ ペ ー ト した . そ
の 後, R Na s eA(10mg/ml, Bo ehringerMa n nheim) を 加 え ,
37 ℃ で 1時間 , イ ン キ ュ ベ ー ト した . 再度 , プ ロ テ ア ー ゼ Ⅹ に
て 蛋白分解処理 し , フ ェ ノ ー ル 抽出を行 い , エ タ ノ ー ル に て凝
集 させ D N Aを 抽出 した .
3 . ポ リ メ ラ ー ゼ ･ チ ュ ー ン 反 応 (polym壱1a s e chain
r e a ction, P C R)お よび ド ッ ト ブ ロ む トハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ
に よる Ⅹィ a s遺伝子変異の 検出
Kィas 遺伝子 の 12, 13 お よび61コ ドン に 関 して 点突然変異 の
有無を検索す るた め に12, 13コ ドン と61コ ドン を そ れ ぞれ含 む
111塩基配列に対 して , P C R法川12)を 用い て 特異的に増幅 した .
各標本 よ り抽出 した D N AO.5FLg に d 対 の 増幅用 プ ラ イ マ ー
30pm ol と , デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ 三 リ ン 酸 (de o xyade n osin e-tri_
pho sphate , d A T P), デ オ キ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ ソ 酸 (deoxy gua-
n o sin e-tripho sphate , d G T P), デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸
(deo xythymi din e-tripho sphate , d T T P ), デ オ キ シ シ チ ジ ン ≡ リ
ン 酸(de oxycytidin e-triphosphate, dC TP)を 各 10n m ol および
Taq ポ リ メ ラ
ー ゼ (Pe rkin-Elm erCetu s, C A, U S A) 2.5単位
を 反応緩衝液 (1 00m M Tris-H Cl, 500m M K Cl, 1 5m M MgC12,
0. 01% ゼ ラ チ ン , pH 8. 3) に 加 え て 50FLl と した. DN A
T her m al Cycler(Perkin-Elm erCetu s) を使用 し て , 変性 を96
℃ , ア ニ
ー リ ン グ を56 ℃, D N Aの 合成伸長を74 ℃で 行い , これ
を 1 サ イ ク ル と し て 4 0サ イ ク ル 行 っ た . P C Rの 試 薬 は
Clo nte ch 社 (C A, U S A) 製o n c o-1yz erP C Rc or ekit お よ び
pri-m ate a mplim er set を 使用 した . P C R後 , 9FLlを 2%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル に て電 気泳動 し, 紫外線照射に よ る11 1塩基 の 長さ
を持 つ 蛍光バ ン ドを確認 した後 , 20〟1 を ドッ ト プ ロ ッ ト ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 用 に 使用 した .
増幅 した D N Aを ニ ト ロ セ ル ロ p ス 膜(Schleicher & Schu ep
ll, N Y, U S A) 上に M inifold I(Schleicher & Schu ell) を使用
して ス ロ ッ ト し , 80 ℃で , 2 時 間 , ベ イ キ ン グ し固定 した .
K-r aS遺伝 子の 第12, 13, 61の 各 コ ド ン に 関 して 点突然変異を
生 じた場合に 起 こ り うる 正 常型 ア ミ ノ 酸以外 の 塩基配列は第
1 2, 13コ ドン で はそ れ ぞれ 6種類 で , 第61コ ドン で は 7種類存
在するた め , 第12コ ド ン に 対 して 7枚 , 第13コ ド ン に 対 して 7
枚 , 第61コ ド ン に 対 し て 8枚 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 増幅
D N A を全例 ス ロ ッ ト した . また 正 常型を 含め て 計22種類 の プ
ロ
ー ブ を使用 し て ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を施
行 した . ハ イ プ リ ダ イ ゼ p シ ョ ン に 際 し て CIo nte ch 社製
m uta-1yz er oligo n u cleotide pr obe pa n el を使用 し, Clo nte ch社
の プ ロ ト コ ー ル に 従 い , ア イ ソ ト ー プ 32P で標識 した 各 プ ロ ー
ブの 濃度 を 1 × 106cpm/ml に 調節 して ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン を42 ℃で 一 晩 行 っ た . 洗浄は 3 M塩化 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ
ウ ム を 用 い て63 ℃, 20分 を 2 回行 っ た . オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム は
増感紙を使用 し, 1 時間 の 露光 で 行 っ た .
4 . 抗 ヒ ト 増 殖細 胞 核 抗原 (pr olifer ating c elln u clear
antige n, P C N A)/サ ク リ ソ (cyclin)抗体(1 9 A 2)を 用い た免疫艶
織化学
抗 ヒ ト P C N A/サ イ ク リ ソ マ ウ ス IgM 抗 体 (19 A 2) は
A m eric a nBiote ch(P la ntatio n, F L, U S A)製 を使用 した . 免疫
染色は Go w nら,3) の 方法 に 従 い , a Vidin-biotin c o mple x･VPerO X-
idas e(A B C-Po)法に て 行 っ た . メ タ カ ル ソ 固定 , パ ラ フ ィ ン 包
哩 切片を脱 パ ラ , ア ル コ ー ル 系列 に お い て 脱水 し , 0 .1%ア ザ
イ ドの 入 っ た0.1%過酸化水素水に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
の ブ ロ ッ ク を 行 っ た 後, 非特異的反応 を抑制す るた め に , 10倍
希釈 の ヤ ギ 正 常血 清を30分, 室温 に て反応 さ せ た . 一 次抗体と
して8000倍希釈 の 1 9 A 2を 4 ℃に て 一 晩反応 させ た後 , 二 次抗
体と して 40 0倍 希釈 の ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス ヤ ギ IgM 抗体
(Ve cto rLabo rato rie s, Bu rlinga m e,_
C A, U S A)を30分, 室温に
て 反 応 さ せ た . 次 い で , A B C-Po (Ve ctor Labo ratorie s,
Bu rlinga m e)を30分反応 さ せ た . 各反応の 後 に冷 0.05M リソ 酸
緩衝食塩水 (pho sphate buffe r eqsaline, P B S) に て10分間, 3
回 の 洗浄を 行 っ た . 発色 ほ 0.05M Tris 緩衝液(pH 8.0)に ジア
ミ ノ べ
tン チ ジ ン を溶解し た も の に 過酸化水素水 を加 え て 行 っ
た ..今 回 , 白黒写真 で撮夢しても陽性細胞 が判定 でき るように
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Hsu ら の 方法
14)に 従 い , ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 反応液に 塩化 ニ ッ
ケル を加 えて ニ ッ ケ ル 増感 を行 っ た . 核 染色は メ チ ル グ リ ー ン
に て 行 っ た .
5 . P C N A/サ イ ク リ ン 標識率の 算出
PC N A/サ イ ク リ ン 免 疫染色陽性 の 核 は 均 一 に あ る い は 斑
状, 核小体は黒褐色に 染ま っ た ･ 染色態度は各標本に よ っ て 異
な り, 同 一 標本上 で も染色 され る濃度に濃淡 の バ ラ ツ キ が認め
られた の で , 濃淡に 関係なく弱陽性を含 め陽性 と判定 して 陽性
鮒胞を数えた . 腺腰お よび 癌の P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 は 5
視野を50倍 で白黒 フ ィ ル ム に 撮影 し , 5倍 に 焼 き付け た写真
で , 陽性腫瘍細胞数/総腫瘍細胞数 (%) を算出した ･ 5視野 の
K12 K 13 K61
Y州d 頑は 1刷d
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Fig･1･ Pa n el of point m utatio nsin c odo n12, 13a nd 6lof
the K-r aS O n C Oge n e(K12, K13 a nd K 61) in color e ctal
C a n C erS a nd ade n o m a s, On e hu ndred thirte e n a mplified
DN A fragm e nts ar edotted o nto tw odiffe re nt m e mbranes
,
and e ach m e mbr a ne is hybridiz edto 22 kinds of oligon u clu
eotide pr obes. T he n umbers o nthe left side ar e c a se
n u mber･ Each pair of tum or D N Aa nd n or m al m u c o sa
D N Aex c ept for c a s e6 is te sted･ Positiv e sign als of
Sa mple s ar e dete cted by the oligonu cle otide pr obes
COre spo nding to the wildtype sequ e n c eG G T(al1s a mples
Show ed po sitiv e sign als); the m utated G A Tsequ e n c e,
fo urpo sitiv e c as e s(Patie nts l, 34, 37, a nd 54); the
m utated G T Ts equ e n c e, Six po sitiv e c a se s(Patie nts 6, 8,
29, 45, 56, and 58) of K12; the wildtype s equ e n c eG G C
(au s a mples sho w ed po sitiv e sign als); the m utated A G C
Sequ e n c e, O n epo sitiv e c a se(Patie nt32);the m utated G A C
Sequ e n c e, thre epo sitiv e c a s es(Patients 31, 33, and 44);
the m utated G T Cs equ e n c e, O n epO Sitiv e c a s e(Patie nt22)
Of K1 3; the w塁1dtype s equ e n c eC A A(al1c a se s sho w ed
positiv e sign als)of K 61, r e Spe Ctiv ely.
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選び 方は顕微鏡の テ ー ブ ル 上 の 定規を利用 し, 標本上 に m 行 n
列の 格子を想定 し, 乱数表を使用 して 無作為 に 5視野を抽出 し
た . た だ し抽出 した視野 に50% 以上腫瘍細胞 がない 場合や標本
作成 上 の 人工 的破損や腫瘍壊死がみ られ た場合 は こ の 視野 を除
外 し , 良好な視野が得 られ るま で 抽出作業を続けた . なお血 管
内の 好中球ほ常に 陰性であJた . 正 常粘膜 で は腺管が縦断され
て い るもの を 5腺管選び , 同様 に 標識率を算出 した .
6 . 統計学的解析
得 られ た 計算値は全て 平均値 ± 標準偏差(sta ndard deviati-
O n, S D) に て 表記 した . 癌 , 腺腫 , 正 常粘膜の 3群間の 平均値
の 差 の 検定に ほ Bartlett検定 を行い , 等分散の 場合 , 1 元配置
分散分析法を 用 い , 異分散 の 場合 , Kru skal-W allis
'
o n e w ay
a n alysis of v aria n ce with Holla nder-W olfe
'
s m ultiple c o mparト
son を用 い た . 臨床病理 学的諸国子 と して , 年齢, 性別, 腰瘍 占
拠部位 卜 睦瘍最大径 ‥ 陸瘍の 肉眼的分煉 , 大腸癌 の 進行程度 ,
組織学的分類 , 組織学的深遠度 , 癌の 浸潤増殖様式 ∴阻織学的 r
リ ン パ 管侵襲 , 組織学的静脈侵襲, 組織学的 リ ン パ 節転移 , 肝
転移 , 腹膜転移 , そ の 他 の 臓 器転移 を対象 と した . 各項 目 毎
に , 連続 量に 対 して ほ Scheff6s r n ultiple 検定 を , 離散量に 対 し
て は X
2
検定ま たほ Fisher 直接確率計算法を行 い , K-ra S点突
然変異陽性群 と陰性群 とを 比較 した . 臨床病理 学的困子 の 各項
目毎に 2群あ るい は 数群に分け , そ れ ぞれ の P C N A/サ イ ク リ
ソ 標識率を算出 し各項目で 差が生 じ るか どうか を 検討 した .
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 に お ける , 癌 , 腺腰, 正常粘膜 の 3
群間の 標識率 の バ ラ ツ キ度 を 検討す るた め に F値 (F = S 〇.2/
S D2
2
, た だ し S Dl>S D2 とする)を計算 し , F検定を 行 っ た . さ
ら に 同 一 標本に おける 5視野間の 標識率の バ ラ ツ キ度を 数韻化
す るた め に 変 動係数 (c o effice nt of v aria n c e. C V) (C V= 100
×S D/平均値)を求め , 癌 , 腺腫 , 正 常粘膜の 3群間で差が生 じ
る か どうか を検討 した .
検定は 両側検定 で 行い , 有意水準 を 5%と した .
成 績
Ⅰ . Kィ as 遺伝子 の第1 2, 13お よび61コ ドン の 点突然変異
K-ra S遺伝子の 点突然変異を検索 し得た大腸癌42例中1 2例 ,
28.6%に 点突然変異を認め た . 腺腫 に 関 して は1 5例中 3例 ,
20.0%に 点突然変異を認め た (図1 1. そ の 内訳は ∴ 第12コ ド ン
に 関 して は , 癌 8症伊り, 腺腫 2症例 の 計10症例に , 第13コ ドン
に 関 して は , 痛 4症例, 腺腫1 症例 の 計5症例に 点突然変異 を
認 め た . 第61コ ドン に 関 して は 点突然変異は認 め な か っ た . 点
突然変異の 認め られ た 症例 で は , コ ド ン の G G対の 2番目 の G
が A に 変化 して い る G-A トラ ン ジ ッ シ ョ ン が15症例中 7症例 ,
46.7% に 認め られ た . 正 常粘膜 で 点突然変異 を認 め た も の は な
か っ た .
rl. P C N A/サ イ クリ ン 標識率
1 . 正 常大勝粘膜
各症例 に お い て 数えた 総細胞数は554個 か ら1839個 で あ っ た .
正 常腺管 で は P C N A/サ イ ク リ ソ 陽性細胞が下 2/3に 分布 し,
下1/3 が強く染色 され 中1/3 で は 染色性が薄く な る とい う規
則性が認められ た (図2). 正 常大腸粘膜 の 平均 P C N A/サ イ ク
リ ソ 標識率 は45.9 ±6.6%で あ っ た , また , 正常粘膜の C V値
は12.4 ±4.5% で あ っ た (蓑 2).
2 . 痛
各症例に お い て癌細胞を , 4196個か ら約35個数 え た . 核に お
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Fig･ 2L Tw o adja c e nt s e ctio n s of n oTm
al c olo n m u c os a stin ed with H & E(a) a nd im m u n ostein ed forP C N A/cyclin (b)･ The
positiv e staining forP C N A/cyclin lS re Stricted to the c elln ucleu sin the lo w er a nd mid dle thirds ofthe cry pt･ In the lo w er
third ｡f the c,y Pt ther e ar e mor ePC N A/cyclin-POSitiv e c ellsin n u mber which arede n s ertha nin the mid dle third of the crypt
(c o u nterstain ed with m ethylgr e e n. ×50)･
Fig. 3. H & E(a, C)a nd ir n m u n oper o xida s e(b, d)stainings of c olo re ctal c ar cin o m as forP C N A/cyclin u sing m o n oclon al a ntige n
19A 2. lmm u n or ea ctiv e(dark br o w nin the figu re s) a nd u nstain ed(1ight gre en) n u clei c a nbe e asilyide ntified･ H & EAStained
ヲe Ction(a) of a w el
-differ e ntiated ade n o c ar cin o m a･ With c orr espo nding P C N A/cyclin im m u n olo c alizatio n(b), de m o nstr ating
lrregulardistributio n ofr e a ctiv e celln u cle u sgr o up(× 25)･ H & Erstain ed s e ctio n(c)of a po o rly
-differ e ntiated ade n o c ar cin o ma･
with c ｡rre SpO nding P C NA/cyclin im m u n olo caliz atio n(d)de m o n strating a tu m or with a highpr olifer ativ egr ade (× 25)･
Fig.4. Tw o adja c e nt s e ction s oftub ular ade n o m awith m oder ate aty pia
-
stain ed with H & E(a)a nd im mu n o stein ed for
cyclin(d), dern o n strating r elativ ely regulardistributio n of re a ctiv e c elln u clei(×25)･
PC N A/
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ける P CN A/サ イ ク リ ン の 染色性 は N 様 で な く ▲ そ の 分布も正
常腺管 で み られ た規則性は失わ れ て い た ･ 腫瘍
⊥ 正 常粘膜 の 境
界部や最深部な ど場所 に よ る P C N A/サ イ ク リ ン 標識率に 差 ほ
みられ な か っ た (図3). P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は5 7･1% で
あっ た . 癌の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 は 正常粘膜 の そ れ と 比
較して 有意に 高値 で あ っ た (p<0･01)･ そ の 範 囲ほ31･1%か ら
76.4%で , S Dも11.0%と バ ラ ツ キ が 大きか っ た ･ 正 常粘膜 に
比較 して 癌の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は バ ラ ツ キ は大きか っ
た(F = 2.77, P< 0.05). 癌 の C V値は17.5±7.4%で正 常粘膜
と比較 して 5視野間の バ ラ ツ キが 大きか っ た (p< 0.01)( 表2)･
Table2. Statistical a n alysis of P C N A/cyclin- PO Sitiv e
cell in cide n c ebetw ee n c a n c er. ade n o m a a nd or mal
m u C O Sa
N｡r m a. m u C ｡ S a…≡…;……‡喜≡き云駆｡5･
Ca n c er
A de no m a
F v alue
Ca n c er- n Or m al m u c o s a 2.77 p<0.05†
Ade n o m a- n Or malm u c o sa2.27 N S†
Can c er- ade n o m a l.22 N S†
…致｡｡ ｡S a ……;……:∃:;:
]p<0 冊
]p<0冊
* Kru Skal- W al1is
'
o n e w ay a n alysis of v a ria n ce with
Ho11a nder- W olfe
'
s m ultiple c o mparison
†v aria n c e r atio te st(F test)
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3. 腺 腫
腺腫 の 染色態度 は癌 と比較 し て 明 らか な 差 は 認め なか っ た
が , P C N A/サ イ ク リ ン で 染色 され る核 が 均等 に 配置す る傾向
があ っ た (図4). 腺魔 の P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 は55. 0±
1 0.0%で あ っ た . こ の 数値は癌 と正 常粘膜 の 間に 位置 し , 腺腰
の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率と正 常粘膜の P C N A/サ イ ク リ ン
標識率の 間に ほ 統計学的な有意差が認め られ た (p<0. 05). し
か しな が ら, 腺魔の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 と癌 の P C N A/
サ イ ク リ ン 標識率 との 間に は p= 0.092 と統計学的有意差 は生
じな か っ た . 腺歴 と正 常粘膜の F値 は2.27で 有意差はなく, 腺
歴 と正 常粘膜 の 間に は バ ラ ツ キ 具合 で 差は 認め られ な か っ た .
腺歴 と癌の F億 は1.22 で有意差は なく , 腺歴と癌 の 間に は変動
係数 に 関 して 差 は生 じなか っ た (表2).
Ⅲ . Kィ a s 点突然変異の臨床病理学的因子に関す る検討
乳頭管状腺病42症例お よ び15腺腫(絨毛状腺腫 1症例 , 管状
腺慮14症例) を対象と して 臨床病理学的諸因子に 関 して 検討 し
た .
1 . 大腸癌(表3 A)
年齢 に関して Kィa s点突然変異陽性群 は72.9±7 .6歳 で あ る
の に 対 して , Kィa s点突然変異陰性群 は64.6 ±15. 歳で あり ,
点突然変異陽性癌は有意に 年齢が高か っ た (p<0.01).
病期に よ る分類に 関 して 明 らか な統計学的有意差は 認め な
か っ た が , 病期が進行する に 従 っ て Kィ as遺伝子 の 点突然変異
率が高く な る傾向が み られ た . 点突然変異の ある症例に 組織学
的静脈侵襲を み る こ とが 多く ‥ 点突然変異の 有無 と艶織学的静
脈侵襲の 有無 と の 2因子 に 関 して p<0.005 と統計学的有意差
を認めた . そ の 他の 臨床病理学的因子 と K-r aS 点突然変異 の 有
無 と の 間に 統 計学的有意差 ほ認め られ なか っ た .
2 . 腺腫 (蓑 3B)
Table3 A. Corr elatio nbetw e e nK-r a SpOint m utatio n a nd clinic opathologic alcha ra cteristic sin
42c a n c er c a s es
r a s No r as
Mutatio n s Mutations
P v alu e
Age (m e a n, yr)
Se x(m ale:fe male)
Lo catio n(Rt: Lt)
Tu m or siz e(m e a n, C m)
Ma cr o sc opic fe atur e(ele v ated: ulc erated)









M ode rately differ e ntiated
W eu differ e ntiated
Depth of inv asio n(≦S M: ≧P M)
IN F(α:β+r)
ly(pr e s e nt: abs e nt)
V(pr es e nt: abserlt)
n (pr es e nt: abse nt)
Meta stas e s(pre s e nt: abs e nt)












72.9 士7.6 64.6 ±15. p< 0,01
*
7:5 1 3:17 N S†
5:7 1 2
■
:18 ､ N S†
5.5 ±2.6 4.4士2.3 N S
*








































































Table3B. Cor relatio nbetw een Kィ aspoint m utatio n a nd clinic opathologic alcharacteristic sin
1 5ade n o m a c ases
M u芸｡ n S ばと;芸s p v alu e
Age at oper atio n.(rnea n, ,yr)
Se x(m ale :fe m ale)
Lo c atio n(Rt: Lt)
Length(m e a n. c m)
Histolog y
Vi1lo u s ade n o m a
Tubular ade n orn a
Tubular ade n o ma
Tubular ade n o m a
(No . of ca s es)
l
with s ev er e aty pia 3
with m oder ate aty pia 5
with mi ldaty pla 6













N S, n Ot Signific a nt;S M, S ubm u c os a; P M. m u s c ula ris pr opria; Stage gro uping a c c o rding to
Japa n e se r es e ar ch so ciety for c a n c e r of c olo n and re ctu m; I N F, infiltrativ e gro wth at
pe riphery of the tu m or, Cla ssific atiorl a C CO rding to Japa n es e r e s ea rch s o ciety fo r gastric
c a n c e r; α, eXPa ndingtype;β,inter m ediate ty pe; T.infiltratingty pe;ly, histologic al lymphoid
in v a sio n; V , histologlC alv a sc ular in va sio n; n , histologic al m eta sta sis of lym ph n ode
* Scheffるs m ultiple te st
†C hi-Squ ar ete St
‡Fisher
'
s e x a ct pr obabillity test
Kィas 点突然変異 の 有無と臨床病理学的諸因子 との 間 に 相関
はなか っ た .
Ⅳ . P C N A/サ イ ク リ ン 標識率の各臨床病理学的項 目に お け
る解析 (表 4 )
1 . 癌
癌の 占拠部位 で右半結腸 と左半結腸の 2群に 分けた と こ ろ ,
前者 の P C NA/サ イ ク リ ソ 標識率が51.9 士1 2.5%で ある の に 対
して , 後者の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は59.9±9.3%と 左半結
腸癌 の P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 が有意に 高か っ た (p<0･05)･
腫 瘍長径 の 中央値 , 4 .5c m を 境 に 2 群 に 分け た と こ ろ , 4･ 5
c m 未満 の 群の C V値は1 3.5 ±7.1% で , 4.5c m 以 上 の 群 の
C V値 は21.5 ±5.7cm で あ っ た . 腫瘍径が 4.5c m 以 上 の 群ほ
5視野 で P C N A/サ イ ク リ ン 標識率の バ ラ ツ キ が 腫瘍径 4･5
c m 未 満 の 群 に 比 べ て 大きくな る と い う傾 向 が 認 め ら れ た
(p< 0.005).
病 理 組織学的 に は , 腫 瘍の 分 化度 が低く な れ ば な る ほ ど
P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率が高く な る と い う 傾向が認 め ら れた
(p<0.05). 深遠度に 関 して粘膜下層以内に と どま っ て い た症例
と 固有筋層以下 に 浸潤 して い た症例 の 2群に 分け て 検 討 した と
こ ろ , 統計学的な有意差は生 じな か っ た も の の (p = 0･ 05 3),
C V備 に 関 して 粘膜下層以内 に と ど ま っ て い る 癌 は 1 2･ 3 ±
3.7% で あ る の に 対 し て , 固 有筋層以下 に 浸潤 して い る 癌は
18.8 ±7.5%と , 後 者の C V値が 比較的高く , 腫瘍 が大きく な
る と核酸合成期前後 に あ る細胞 の 分布 に ム ラ が 生 じ る可能性 が
考え られ た . 癌の 浸潤増殖様式に よ る分類に お け る P C NA/サ
イ ク リ ン 標識率 の 検討で は , 癌 巣が 浸潤性 の 増殖 を 示 す ほ ど
P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率が よ り高くな る と い う傾 向が み られ
た (p< 0.05).
2 . 腺 腫
P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 と臨床病理学的諸因子 と の 間 に 相
関は なか っ た ,
3 . 正 常大腸粘膜
採取 した部位で 右半結腸 と左半結腸に分けて検討 した と こ
ろ , C V備 に 関 して , 前者が10.1 ±3.8%で あ っ た の に対 して ,
後者は1 3.6 ±4. 5%と , 左半結腸 に 位置 した 粘膜 の 方 が 5視野
間の 核酸合成期前後 の 細胞数 に バ ラ ツ キ が 認 め られ た (p<
0.05).
Ⅴ . K - r a S遺 伝子 に お け る 点突然変異 の有無 と P C N A/サイ
ク リ ン 標識率 との 相関
1 . 癌
K→ra S遺伝子 に おけ る点突然変異陽性群の P C N A/サ イ ク リ
ソ 標識率は57.6 ±9.2% で あ るの に 対 して , 点突 然変異陰性群
の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は57.8 ±13.0%で あ っ た ･ K-raS
遺伝 子に おけ る点突然変異陽性群 の 標識率 と陰性群の 標識率と
の 間に 有意差 を認 め な か っ た . ま た , F値 , C V値 の 検討で も
有意差は認め な か っ た (表5).
K-ra S遺伝 子 に お け る点突然変 異 の 有無 に 関す る検索と
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率の 算出の 両 方が 施行 で きた31腺癌を
対象と して , 組織学的静脈侵襲 に 関す る検討を 行 っ た ･ K-raS
遺伝子に おけ る 点突然変異を有す る11症例中 5症例 (45･5%)
に 組織学的静脈侵襲 を認めた の に 対 して , K-ra S遺伝子 に おけ
る点突然変異を認め な か っ た20症例 で は阻織学的静脈侵襲は1
症例 に しか 認め なか っ た (5.0%).
組織学的静脈侵襲を認め た癌(31症例中6症例 , 19･4%) の
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は61.7士8.9%で あ っ た . 一 方 , 組蘭
学的静脈侵襲を認め な か っ た 症例(31症例中26症例 , 80･6%)の
P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率は54.3 ±8.7%と組織学的静脈侵襲陽
性痛 が P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 は高い 傾向に あ っ た が , 統計
学的 な有意差 は 生 じ な か っ た (Scheff6s m ultiple test, p
=
0.194).
2 . 腺 鹿
11腺管腺魔 の うち Kィa s遺伝子･に お け る点突然変異陽性症例
は 2症例 で , P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率は 52. 8 ±8･ 9% で あ っ
た . K-ra S遺伝 子 に お け る点突然変異陰性症例 は 9症例で
p c N A/サ イ ク リ ソ 標識率 は49.6 ±8.2%で あ っ た ･ こ の 2群の
p c N A/サ イ ク リ ン 標識率の 間に は統計学的有意差 ほ認められ
な か っ た . ま た , F値 , C V値 に 関す る検討 に お い て も有意差








大腸腫瘍 の K-r aS点突然変異と PC N A標識率
Ⅵ . 大腸腫瘍複数症例の検討
同時に 癌ある い は 腺塵が発見され た 7症例か ら , 22病変 を採
取し, K-ra S遺伝子に お ける点突然変異と P C N A/サ イ ク リ ン
標識率と の 検索 を行 っ た ･ 表 6に そ の
一 覧 を示 す ･ 複 数の 大勝
腫瘍を認め た症例 に お け る検討で は , 7症例中 3屈例 , 42･9%
に Kィas遺伝子に おけ る点突然変異が認 め られ た の に 対 して ,
単発大腸腫瘍症例 で は51症例中12症例 , 23･5%に K-raS遺伝子
の 点突然変異を認めた に す ぎな か っ た . しか し, 大腸腫瘍同時
多発症例 の 例数が少く , 統計学的有意差 を認 め る に は 至 ら な
か っ た . P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 に 関 し て は 多発症例 , 単発
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症例 の 間に 統計学的有意差を認め な か っ た .
考 察
Ras遺伝子 は 現在 まで ヒ トで は HTra S, K-ra S. N-raS と名付
け られた 3種類が発見され て い る . そ の 産物(p21) は 分子量約
21,000 で細胞膜の 細胞質側に 局在す る
15-
. ra s蛋白 は グ ア ノ シ
ソ 三 リ ソ 酸 (gu a n osin etripho sphate , G T P)結合蛋白を コ ー ド
し, こ の 蛋白は細胞の 増殖お よ び分化に 関与す る こ と が知 られ
て い る18-. 大腸癌 の K-ra S遺伝子 の 点突然変異は欧米で は40%
以 上 の 頻度
3卜 5- で起 こ り , 特に ra s遺伝子 の 活性化 ほ第12, 13,
Table4. Corr elatio nbetw e e nP C N A/cyclin a nd clinic opathologic al v ariables
No . of c as e s(%) L.Ⅰ. (%) P v alu e F v alu e P v alue CV(%) P value







Lo c atio n
Rt
Lt
Tu m or siz e(c m)
<4.5
≧4.5
Ma cr o sc opicfe atu re
ele v ated
ulcer ated






Tu m ordiffere ntiatio n
W ell diff.
m oder ately diff.
po orly diff.


















pr es e nt
abse nt
n





16 (50) 60.5 士10.4
16 (50) 53.8 士10.9
17 (53.1) 54.4士11.7
15 (46.9) 6 0. 2士9.7
11 (34.4) 51. 9 ±12.5
21 (65.6) 59.9 ±9.3
15 (46.9) 60.7 士11.2
17 (53.1) 54.0 ±10.
9 (28.1) 54.5 士14.3
23 (71.9) 58.2 士9.6




4 (12.5) 50.5 土8. 9
17 (53.1) 55.2 士11.4
13 (40.6) 60.2 士11.
2 (6.3) 53.8士1.2
6 (18.8) 59.2 士13.7
26 (81.2) 56.7 士10.5
12 (37.5) 51.9 士11.8
16 (50.0) 59.7 士9.8
4 (12.5) 62.7 士8.7
10 (31.3) 58.9 士9.6
2 2 (68.7) 56.3 士11.7
6 (18.8) 60.5±8.5
26 (81.2) 56.4 士11.5
5 (15.6) 61.2 ±4.1
2 7 (8 4.4) 56.4 士11.7
4 (12.5) 50.4 士9.0
28 (87.5) 58.1 士11.
N S* 1.10 N S†




N S* 1. 25 N S†





N S* 1.70 N S†
rs = 0.373
p< 0.05‡




16.0 士6.5 N S*
19.0 士8.1





13.5 ±7.1 p< 0.005
*
21.1 土5.7
14.5 土8.4 N S
*
18.7 士6.8
13.8 士6.4 rs= 0,431
17.4 土7.9 N S‡
20.3士4.1
23.5 土7.0
16.0 士7.8 rs= 0,284
20.4 士5.7 N S‡
12.6土11.3
12.3 ±3.7 N S(p = 0.053)*
18.8 土7.5
51.9土11.8 r s= 0.1 29
59.7 土9.8 N S‡
82.7 士8.7
18.0 土5-9 N S*
17.4±8.1
N S† 19.2士7.8 N S*
17.2 土7.4
NS† 20.4 土3.5 N S*
17.0 土7.8
N S† 23.5 ±7.O N S*
16.7 土7.2
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Lo c atio n
Rt
Lt
Tu m o r siz e(c m)
< l.0
≦1.O
Ma cr o sc opic fe atur e
se s sile
pedu nclated
Degr e eof aty pia
mild
m oder ate
S eV er e
6 (50) 52.7 士10.O N S
*
6 (50) 57.2 土工0.3
9 (75) 53.6 士8.5 N S
★
3 (25) 5 9.2士14.8
1 (8.3) 43.2
11 (91.7) 56.0 士9.7




6 (50) 54.5 土9.5 N S
*
6 (50) 55.4 ±11.3
6 (50) 52.1 士13.1 rs = 0･01 7
3 (25) 52.9 ±6.5 N S‡
3 (25) 50.3 土4.9
1 .05 N S† 15.8 ±7.O N S*
17.8 ±3.6




1.00 N S† 17.1 ±7.6 N S*
16.5 ±3.9
1.42 N S† 16.6土7.2 N S■
16.9 士3.6
17.5 ±7.7 rs= - 0.080
17.1 ±2.6 N S‡
17.9士9.9







Lo c atio n
Rt
Lt
15 (44.1) 45.2士6.8 N S
*
19 (55. 9) 46.5±6.6
19 (55.9) 54.4 土11.7 N S
*
15 (44.1) 60.2 ±9.7
11 (32.4) 47.1 土6.7 N S
*
23 (67.6) 45.4±6.7
1.09 N S† 11.8 ±4.5 N S
*
13.0 士4.6
1.46 N S† 19.4士6.8 NS*
15.4 ±7.7
1.79 N S† 10.1 士3.8 p<0.05
*
13.6 士4.5
N S, n Ot Signific a nt ;SM , S ubm u c osa;P M, m u S C ularis propria;Stage
-gr Ouping a c c ording toJapa n es e r e s ea rchs oietyfor c an c er
of c olo n a nd r e ctum ;IN F,infiltr ativ e gro wth at periphery of the tu m or, Cla s sificatio n a c c ording to Japa ne se r e s ea rch so ciety
for gastric c a n c er;
.
α ･ e予pa nding ty pe; β･ inter m ediate ty pe; T･ in
filtr ating ty pヲ; 1y･ histoIogical 1y
m phoid in v a sio n; V･
histological v as c ular ln V a SlO n; n , histologic al m etasta sis of lym ph node;r S･ Spe a r m a n s r a nk c or rel
atio n
* Scheffis Stude nt t te st
† v aria nc e r atio te st
‡ Spe ar m a n
'
s r ank c orr elatio ntest
Table5. Statistic a nalysis of P C N A/cyclin labeling in dic e s of Kィa s point
m utatio npositiv e a nd n egativ etu m o rs
Ca nc er No. of c a ses(%) L.Ⅰ. (%) P v alu e
r as m utati｡ n ll (35.5) 57.6 土9.2 N S
*
n o r a sm utatio n 20 (64.5)
A de n o m a
57.8±13.O





P v alu e
N S*
No. of c a s es(%) L.I. (%) P v alu e
r a s m utatio n 2 (18.2) 52.8±8. 9 NS
+
n o r as m utation 9 (81.8) 49.6土8.2









s Stude ntt te st
† v aria n c e ratio te st
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61番目 の ア ミ ノ 酸 に 対応する塩基配列の 突然変異 に よ るも の と
されて い る
-2) 川
. すな わ ち , 正 常 r a s蛋白は細胞外 シ グ ナ ル を細
胞 内 に 伝 え た 後 , G T P分解 酵 素 活 性 化蛋 白 (G T Pas e
a ctivating pr otein , G A P) と結合 し, 自 己の 持 つ G T P分解酵
素の 活性化に よ り素早く G T P→ グア ノ シ ソ ニ リ ソ 酸 (gu a no s
-
ine dipho sphate, G D P) 交換反応が起 こ り , 元 の 不 括化 r a s蛋
白に 戻 る . しか し , 変異 r a s蛋白ほ G A Pに よ る脱 リ ソ 酸化活
性促進 が起 こ らな い た め , p21･ G T P型 に 長く留ま り , 増 殖信
号を継続 して 伝 え て しまうと考 え られ て い る
6l
. そ の 結 果 , 変
異活性型 ra s遺伝子ほ大腸腫瘍 に お い て 増殖率を高め , 癌 発生
の 過程 , 特 に 腺腫 の 発生 に 関与 して い る と 考 え られ て い る
4}
･
一 九 大腸癌に お ける腫瘍細胞の 増殖能 を評価す る方法 と して
ほ , フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る腫瘍細胞 の D N A量の 測定が
あ り, そ れ に よ っ て 示 され る細胞増殖活性 は癌 の 病期や阻織型
に 関係 の な い , 別 の 予 後国子 と な り う る と 報告 さ れ て い
る
18 卜 20)
. 近年 , Ga rcia ら2))は , 腫瘍細胞を抗 ヒ ト P C N A/サ イ ク
リ ソ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い て 免疫染色 し, こ れ を 半定量的
に解析 した結果, D N Aフ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー に よ る 解析結果
ときわ め て 高い 相 関を示 す こ とを 報告 した . そ し て , P C N A/
サ イ ク リ ン が 増殖細胞 の マ ー カ ー の 一 つ と して 有用 で あ ると 結
論 した . そ こ で , 本研究で は , まず , 大腸腫瘍匿 お け る Kィa s
遺伝 子の 点突然変異 を分子生物学的手法 を 用 い て 解析 し ,
Kィa s遺伝子の 点突然変異の 存在が腫瘍 の 異常細胞増殖活性 に
っ なが っ た の か どうか に つ い て , P C N A/サ イ ク リ ン 抗体 を 用
い て免疫組織学的 に そ の 増殖能を検討 した . 次い で , K
-r aS遺
伝 子の 点突然変異お よ び P C N A/サ イ ク リ ン 標識率と臨床病理
学的諸国子 との 関連を 検討 し, こ れ ら二 つ の 国子 が 予後決定因
子と な りう るか 否か を 統計学的手法を用い て 検討 した ･
本研 究に お い て , Kィa s遺伝子12, 13, 61コ ド ン に お け る 点




4)お よ び Fo rre ster ら
5' が 報告
した約40%と い う数値 よ り低か っ た . Kobaya shiら
22' は 日本人
の 肺癌を 対象 と して67腺癌中10症例, 15%に K-raS遺伝子12コ
ド ン に 点突然変異を証明 したが , や は り , Rode nhuis ら
23' の 報
告 した31% よ りも低値 で あ っ た . 原発臓器 に よ り癌 の 点突然変
異率に 差異 はある と思わ れ る が , K-raS 遺伝子の 点突然変異率
に は 人種 に よ っ て も差が 存在 し, 日本人 の 方が 欧米 人 に 比較 し
て 低率なの か も しれ な い .
点突然変異を認 め た 大腸腫瘍15症例 の うち 7症例 と過半数近
く が ‥ 点突然変異の 塑と して G G対の 2番目 の G が Aに 変 異す
る トラ ン ジ ッ シ ョ ン で あ っ た . こ の 塑の 変異は 一 般に 化学発癌
剤 で ある ア ル キ ル 化剤の 投与 と関連 して 認 め ら れ るも の で あ
り
抑
, 大腸腫瘍 に お い て も こ の 発癌物質が関与 して い る の か も
しれな い . K-r a S遺伝 子に おけ る点突然変異の 有無と臨床病 理
学的因子との 統計学的検討で ほ , 年齢 に 関 して , K-r aS遺伝 子
の 点突然変異陽性 群 と陰 性群 と の 間 に 有 意差 を 認 め た
(Scheffe
'
s Studerlt t te St, P<0.01). 高齢者 は , ア ル キ ル 化剤
を含 めた さ ま ぎま な 発癌物質に長期間さ ら され る磯会が多く ,
こ の た め腺腫や痛 の 発生を増加 させ るの み ならず , お そ らく そ
れに つ なが る K-r a S遺伝子の 点突然変異の 危険性を増大 させ て
い るもの と推定 され る .
今回 の 研究で は K-r a S遺伝子 に お い て 点突然変異 を認 めた 大
腸癌に有意に組織学的静脈侵襲が多 か っ た . ま た , Kィa s 遺伝
子に 点突然変異を認め なか っ た 大腸癌30症例に お い て ほ 1症例
も遠隔転移を認め な か っ た の に 対 して , K-r aS遺伝 子に 点突然
変異を認 め た大腸癌12症例中 2症例に 遠隔転移を認め た こと は
特筆すべ きこ と で あろ う . さ ら に , Kィ a s遺伝子の 点突然変異
陽性症例は病期 が進行 して い る こ とが 多か っ た ! Slebo sら
25)
は
肺癌の な か の 腺 病に お い て , K-r aS遺伝 子の12コ ドン の 点突然
変異を認め た患者の 予後 は , 同部位 の 点突然変異を認めな か っ
た 患者 の 予後 に 比較 して 有意 に 5年生存率 が悪 か っ た (p =
0.002) と報告 して い る . また , Lubbert ら
26)
は , 子供 に おける
急性 リ ン パ 球性白血病患者の な か で , N-r aS遺伝 子 の12ある い
は1 3コ ド ン に おけ る点突然変異を認め る頻度 は少 な い もの の ,
点突然変異を認 め た症例 は再発率が高く(p = 0.01), 寛解に 導
入 で き る率も低 い 傾向に あ っ た (p = 0.07) と報告 して い る . し
たが っ て , K-r a S遺伝子 の 点突然変異は患者 の 予後 に 対 し て 影
響 を与 え る因子 で あ る可 能性 がある .
近年 の 分子生物学の 発達に よ っ て , 細胞 の 癌化 に は 癌遺伝子




こ の う ち 大腸癌 に お い て は I K-r a S遺伝 子 の 点突
然変異が発癌 の 初期 , initiatio nの 段階 で起 こ る と考 え られ て い
る
射
. した が っ て , 腺腫 の 発生 に は特 に 関与す る と思わ れ るが,
本研究に 示 され る ごとく , 腺 腫 の K-ra S遺伝 子点突然変異は
20.0% , 癌の そ れ は28.6% で あ り , 欧 米の 腺腫 , 大腸癌 で の
40% 以上 の 陽性率 とは 大きな差異 があ っ た . こ れ は 腺腫
一 癌相
冒乱 すな わ ち , 腺塵を 経て 癌 へ 発 育増殖す る と い う大腸癌が欧
米で は多 く , 逆 に 腺腫を 経ずに 発育する de n o v o c an c erが日本
で は か な り多 い と い う こ とを 意味 し, de n o v o c a n c erの 場合,
Kィa s遺伝子 に お け る点突然変異 が必 ず しも先行 しな い と い う
こ とに よ るの か も しれ な い . 中村
34)は癌組織診断基準を客観化
す るた め に 異型度の 数値変換 を試み , 核 一 細胞 質比(N/C)の 数
値化 と構造異型の 数値化と して腺管密度 との 2変量か ら線型判
別関数を導き出 した . こ の 診断基準に よ っ て 癌 と判別され た部
分を有す る大き さ 2c m 以下 の 病変314個の 解析 で は , 日本人の
大腸癌 の う ち70- 80%が 腺腫観織の 認め られ な い , すな わ ち大
腸粘膜 か ら 直接発生 し た de n o v o c a n c e rで あ り , 残 り20-
30%が腺腫 の 癌化で ある と結論 して い る . 今回 の 検討 で は 大腸
癌 に お ける K-r aS遺伝 子の 点突然変異率は従来の 報告
… よ り
低く , 28.6% で あ っ た . おそ らく前述 の ように 人種 に よ る相違
に 加 え , de n o v o c a n c erが 今回 の 検索 の 中 に 含 まれ て い るとす
れ は , Kィa s遺伝 子の 点突然変異率が比較的低値 で あ っ た こ と
の 説明 に な る と思わ れ る .
近年 , 臨床 医学 に お い て 大腸内視鏡検査 の 技術的進歩は 目覚
ま しく , 最近 で は 最大径5 m m 以下の 微小大腸癌 を発見で きる
よ うに な っ た . 工 藤ら3
5) は 4年10ケ 月 の 期間 で 早期大腸癌273
病変 を発見 して い る . うち7 3病変が微小癌 で あ り , 最 大径
10m m 以下 の 小癌 は183病変 で あ っ た . こ の よう な微 小臥 小
癌を対象 と した Kィ as遺伝 子 の 有無 と癌の 浸潤発育様式 の 解析
が , こ の 問題 に 対す る手が か りを 与え て くれ るか も しれない ･
P C N A は1978年 , M iya chi ら
38)が膠 原病患者血清中に 見い出
した核抗原 で ある . 彼 らは 蛍光抗体法 で70症例 の 全身性 エ リテ
マ ト ー デ ス (syste mic lupu s erythe m ato su s, S L E)患者血清を
調 べ , その 中の 3症例 に 増殖細胞 の 核と の み特兵的 に 反応する
自己抗体が存在する こ と を発見 した , そ の 抗体 に 対応す る抗原
は pr olifer ating c eIln u cle a r a ntige n(P C N A) と名付けられ たI
1981年 に Bra v oら37-は 二 次元電気泳動法 で , 増殖細胞に 特異的
に 出現す る分子量 36k Dの 酸性蛋白質を見い だ し∴細胞周期の
大腸腫瘍の KTr a S点突然変異 と P C N A標識率 223
早く 回 転す る細胞 ほ ど多量 に 検出 さける こ とか ら , サ イ ク リ
ン (cyclin) と 名付 け た . 1 9 84年 に Mathe w s ら
38)に よ っ て
P C NA とサ イ ク リ ン が 同
一 物質 で ある こ とが 証明され た た め ,
サイ ク リ ン に 対す る抗体 と して 抗 P C N A抗体が用 い ら れ る よ
う に な っ た . こ の 時点 で 両 者 の 研究 は合流 し , そ の 物 質 は
P C NA/サ イ ク リ ン と呼 ばれ る こ とが 多く な っ た . こ れ らと は
全く独立に 研究 され た D N A ポリ メ ラ ー ゼ ∂補助蛋白質 ほ , 当
然なが ら D N A ポ リメ ラ ー ゼ の 研究か ら派生 した もの で ある .
1976年に ウ サ ギ の 赤 芽球過形成骨髄 か ら分離され た D N A ポリ





ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 っ て お り , Byrn e sら3
9) は こ れ を
D NA ポリ メ ラ ー ゼ 6 と名付けた . 1984年 に Le e ら40)が 子 ウ シ
胸腺か ら D N A ポリ メ ラ ー ゼ ∂を精 製する過程 で D N Aポ リ メ
ラ ー ゼ ∂ コ ア 活性を 著 しく高め る補助蛋白質が分離 され , Ta n
ら
41)に よ っ て 詳 しく解析 され た . そ し て1987年に Pr eIich ら42)と
Bra v oら
榔 に よ っ て , これ が P C N A/サ イ ク リ ン お よ び S V 40
複製国子と同 一 の もの で ある こ とが 証 明 さ れ た . P CN A/サ イ
ク リ ソ は 36k Dの 蛋白質で細胞回転 に お い て G l期か ら核内に
増え始め , Gl/S移行期 に 最も増 え , G 2期に 減少 し, M 期お よ
び GO期 に は 免疫学的に 検出 で きな い と い う特徴44)45)が ある . し
たが っ て , 抗 P C N A/サ イ ク リ ン 抗体(1 9 A 2)は増殖 して い る細
胞を標識する , きわ め て 有用な抗体 と して 評価 され て い る
21)
.
本研究で は , P C N A/サ イ ク リ ソ 抗体 を用 い て3 4 正常大腸粘
膜, 12大腸腺腫 お よび32大腸癌を免疫染色 し, 無作為抽出 した
5視野を鏡検 , 白黒写真 で撮影 し, P C N A/サ イ ク リ ン 標 識率
を算出 した . そ の 結果 , 癌の P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率57.1 ±
11.0%お よ び腺魔の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率55.0 ±10.0%
ほ , 正常粘膜の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率46.0 士6.6%に 比較 し
て それぞれ有意 に 高値を 示 した (p< 0.01, p<0.05). しか し ,
癌と腺腰の P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 との 間に は統計学的 な有
意差は認め られ ず , P CN A/サ イ ク リ ン 標 識率 の 多寡 をも っ て
癌と腺魔の 判定根拠 に 利用 する こ とは 難 しい と 思わ れ た . 癌と
正常粘膜間の P C N A/サ イ ク リ ン 標識率の F検定 で は癌の 方 が
バ ラ ツ キが 多く (p< 0.05), また 各視野 に お け る バ ラ ツ キ 具 合
を見た C V値 で の 検討 に お い て も癌 の み が 正 常粘膜 と比較 して
有意に バ ラ ツ キ が大き い (p<0.01) と い う結果が得 られ た . 癌
一 腺腰 , 腺腫 一 正 常粘膜間に は F値 , C V値 ともに 有意差 を認
め ず, 変動係数 をも っ て 良悪性 の 判別 に 利用 する こ とも難 しい
と思われ た .
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 と臨床病 理学的諸国子 と の 解析 で
ほ , 癌 に お い て 占拠部位に 関 して ▲ P C N A/サ イ ク リ ン 標識率
に 左右差を認め た (p< 0.05)こ と は 興味深 い . 症例 を よく検討
して み ると , 右半結腸濫 発生 した 癌は11症例中8症例 ▲ 72.7%
が高分化型腺癌 で あ っ た の に 対 して , 左半結腸に 発生 した 癌は
21症例中 9症例 (42.9%)が 高分化型腹痛 , 12症例 (57.1%) が
申分化型腺病 で あ っ た . 癌 の 分化度が低 く な れば な る ほ ど
P CN A/サ イ ク リ ン 標識率が高くな る (p<0.05) と い う傾向 が
あるの で , こ の 組織型 の 差が癌 の 占拠部位 に お ける P C N A/サ
イ ク リ ン 標識率 に 影響 を与え た もの と思わ れ る .
本研究 で , P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率と大腸癌 の 組織学的深
速度と の 間に統計学的有意差を見 い 出せ ず , ま た , リ ン パ 節転
移および 同時性遠隔転移 に 関 し て も統計学的有意差 を認 め な
か っ た . 臨床 的に は い ずれ も患者 の 予後に大きく関与す る因子
であるが , 癌細胞 の増殖塵と臨床病理学的諸因子に 関す る諸家
の 報告も, 病期, リ ン パ 節転移お よ び他臓器転移 との 間に 統計
学的有意差 を認め て い な いIg)20)46 ト 48). 病期 は 患者 の 予 後に 関連す
る最も重要 な指標 で あるが , 癌細胞個 々 の 悪性度を表現 して い
るわ け で は ない . 今 臥 検討 した症例数が少く , 統計学的有意
差を認め る に 至 らなか っ た が , P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 の 高
い 癌症例が浸潤性の 高度な癌(浸潤様式β, r) である傾向があ
り , 他臓器 へ の 直接浸潤と関連する可 能性がある .
K-ra S遺伝子 の 点突然変異陽性大腸癌 は異常細胞増殖活性 を
獲得 , 保持 して 特異な進展 を取 るの か どうか を 明らか に す るた
め , K-ra S遺伝 子 に お け る 点突然変異陽性群 と陰性群 と の
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率を比較 し, 統計 学的 に検討 した , 今
回 の 方法で は K-r aS遺伝子に おけ る点突然変異と P C N A/サ イ
ク リ ン 標識率 で 評価 した腫蕩増殖率と の 間に 統計学的に 有意な
関連性は な か っ た . しか し 細胞増殖因子 の 作用や い く つ か の
癌遺伝子の 発現に よ っ て 人工 的に 開始 させ た紳胞の D N A複製
が , raS 蛋白中和抗体の 敏江入 に よ っ て 阻害 され る 事実49】50)か
ら, r aS遺伝子が 細胞増殖の 調節 に 関連する こ と は疑 い の な い
こ と で ある . 活性化 ras蛋白の 効果が 及ぶ 最終標的は , 核 内に
お ける転写 ･ 複製調節困子群にある と考え られ るの で , こ れ に
至 る ま で い く つ か の 他 の 因子と の 共同作用 を 必要 とす る6}. し
た が っ て , 癌細胞の D N A合成促進 に は Kィa s点突然変異以外の
複数 の 因子が関与 し, 細胞増殖能と Kィa s遺伝子 の 点突然変異
は直接結び つ か な か っ た もの と 思われ る . 今回 の 研究に お い て
は K-raS 遺伝子 の 点突然変異を認め た癌 に 静脈侵襲が多く , 病
期の 進展が み られ た こ と , また , おそ らく化学発癌剤の 曝露や
腺厳 に 引き続い て 発生す る高齢者の 大腸癌に K-ra S遺伝子 点突
然変異が有意に 高率で あ る こと が わ か っ た . こ れ は , P C N A/
サ イ ク リ ン 標識率の 高い 癌の 特徴, つ ま り, 問質反応を伴 い ,
低分化型 で 浸潤性に 富む 大腸癌と は少 し趣を 異 に す るよ う に み
え る . した が っ て , K-raS 遺伝子点突然変異 と高い 癌細胞増殖
活性 とほ む しろ別 々 の 予後に 影響を与え る因子と推定され る .
結 論
大腸腫瘍に おけ る K-r aS 遺伝子 の 点突然変異を分 子生物学的
手法を用い て 解析 し, K-raS 遺伝子 の 点突然変異 に よ る腫瘍増
殖率 へ の 関与の 有無を P C N A/サ イ ク リ ン 標識率 を指標 に して
検討 した . ま た , K-ra S遺伝子 に おけ る点突然変異と P C N A/サ
イ ク リ ン 標識率が臨床的に 予後決定国子 とな り う るか どうか を
統計学的に 検討し , 以 下の 結論を 得た .
1 . 癌 で は42症例中12症例, 28.6%に12コ ド ン あるい は13コ
ド ン に 点突然変異を認め た . 腺腫ほ15症例中 3症例 , 20.0%に
同 じく12コ ド ン あるい は1 3コ ドン に 点突然変異を認めた . 点突
然変異を認め た15症例の う ち 7症例, 47%ほ , コ ド ン の G G対
の 2番 目の G が Aに 変化 して い る G-A ト ラ ン ジ ッ シ ョ ン で
あ っ た .
2 . P C N A/サ イ ク リ ン 標識率は痛 , 腺腫, 正 常粘膜 で そ れぞ
れ57.1±11.0% , 55.0 ±1 0.0%, 46.0±6.6%で あ っ た . 癌 一 正
常粘膜 , 腺脛一正常粘膜間に 標識率に 関 して そ れ ぞれ 有意差 を
認め た (p< 0.05, p<0.01),
3 . Kィa s点突然変異の 有無 と臨床病理学的な検討で は , 点
突然変異陽性群が陰性群 に 比 べ て 年 齢 が 高い 傾向が み られ た
(p< 0.05). また ‥ 点突然変異陽性痛 に 組織学的静脈便襲が高
か っ た (p< 0.005).
4 . P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 と臨床病理 学的検討 で は 左半
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結腸 に 発生 した 癌 の 標識率 が右半結腸癌 に 比 べ て 高 か っ た
(p<0.05). 分化虔が 低く な る ほ ど P C N A/サ イ タ リ ン 標識率 が
高 くな り (p< 0.05), また , 問質 へ の 浸潤増殖が強くな る ほ ど
P C N A/サ イ ク リ ン 標識率が 高く な る と い う 傾向が み ら れ た
(p<0.05).
5 . 統計学的 に は , K-ra S点突然変異と P C N A/サ イ ク リ ソ 標
識率と の 間 に 相関は認め られ なか っ た .
6 . 大腸腫瘍同時多発症例に お い て K-raS 遺伝子 の 点突然変
異率が42.9% (3/7) と 大腸腫瘍単発症例 の23.5% (12/51) に
比 べ て 高か っ た .
以上 よ り , 大腸癌 に お い て は Kィa s遺伝 子の 点突然変異 と腫
瘍 の 細胞増殖能 と ほ別個 の 予後因子 に な りうる と 思わ れ た ･ お
そ ら く ∴ルr as遺伝子の 点突然変異 と腺腫発生 お よび 阻織学的
静脈侵襲 , 高い P C N A/サ イ ク リ ソ 標識率 と問質 へ の 浸潤増殖
と い う 2両性 をも っ て 大腸癌 は進展するもの と 推定 され る .
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Key w o rds K -raS pOint m utation, pr Oliferating rat e, pr Oliferating celln ucle ar an tigen/CyClin, Clinipopath0logical
an alysis,C Oloretalc an Cer and den o m a
A bstra ct
K -r a Sgen e m utationin c olorectal tum OrS(53car Cin o m as, 2 1aden o m as)打o m5 9patients w asinv estigatedusingoligo nu-
cle oti deprobes speciBcfor am utationat c odon12, 13, O r61 0f the K
-r aSge n ebypolym era se chain reacdo n and oligo nu-
cle otide hybridization techniques, and theirpr oli 知ative activity w as assess edim m un Ohistoche micallyby using the an ti
-PrO-
1i知 adng cel n u clear antigen(PCN A)/cyclin(19A 2)･ Point m u taions at c odon1 20r13w ere obse rv ed in tw elv e of 42c ar-
cin o m as(28.6 %) and thre e of 15aden o m as(20 %). N opoint m utatio n w asdetectedin c ontrol m u cos as･ Labelingindex(L･
1.)of P C N A/cyclin incarcin o m a c ells and aden o m a cels w as 57･1 ±1 1･0 %and 55･0±10･0 %respectiv ely･ T heseindices
w ere signi丘cantly higherthanthe L.1. of the n o rmalm ucosa(46･0±6･6 %)(p<0･05;P<0･01)･ Ra sgen e m utation
-pOSitive
c asestendedtobe olderthanthose witho ut m utationsin c an C erS(p<0.05). Micr osc opica11y, C ar Cin o m aspositiveforK-raS
point m utatio nstendedto sho w theprese nce ofvenousin v asion(5/12v s･ 1/30,P<0･ 00 5)･ Canc ersl∝ atedin theleftcolo n
w erege neral1y characteriz ed by increased n umbers ofprolifer ating cels(P<0･05)･ More ov er, a m O ng42 aden oc ar Cino m as
signi鮎antin vers e c orrelation w asde m on stratedbetw e e nL ･1･ Of PCN A/cyclin and thedegree of di飴 re ntiado n(p<0･05), a nd
the patter n of infiltr ating gro wth(p<0･05)･ In c olor ectal c arcin o m as, O n the other hand･ ther e w as n odiff tre nce of
P C NA/cyclin-deriv edpr oliferativ e activitybetw ee nK -r a SPOint m utatio npositiv e can c ers and K
-r a SpOint m utation n egative
c an C erS･ The presentdata sug gesthatpoln tmutationalactivation of K
-r aSgen ein c olorectalcarcin o m asi c orrelatd with
ve n ousinvasion, While ce11pr oliftradve achvlty lS r elatedto stro m al in vasio n, and thesefact ors w ould be independe nt m ark
-
ersfortu m orpr ogn osi ･
